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摘要 : 采用 KBr 密度 梯度 超速 离心 并 结合 常规 Sepharose CL-4B 凝 胶 柱 层 析 ， 从 越冬 松针 瘦 蚊 
Thecodiplosis japonensis (Uchida et Inouye) 幼虫 整体 中 ， 分 离 并 纯化 了 一 种 携 脂 蛋 白 。 这 是 第 二 例 
从 昆虫 整体 分 离 并 纯化 出 携 脂 蛋 扎 的 报道 。 采 用 凝 胶 柱 层 析 确定 该 携 脂 蛋 日 的 相对 分 子 质量 为 
638 kD, 它 是 由 分 别 为 240 kD 和 52 kD 的 两 个 亚 基 组 成 。 整 体 分 子 中 含有 52.8% 的 蛋白 和 
47.2% 的 脂 类 。 苏 丹 黑 B 和 和 希 夫 氏 试 剂 染 色 显 示 阳 性 ， 说 明 它 是 一 种 糖 脂 复合 蛋白 。 采 用 超速 离 
心 确 定 它 的 密度 为 1.11 g/mL， 表 明 它 是 一 种 高 密度 的 脂 蛋 白 。 
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脂 类 在 昆虫 中 参与 许多 生理 作用 ， 在 结构 、 功 能 、 行 为 和 能 量 代 谢 上 均 发 挥 重 要 作用 。 
脂 类 是 在 水 溶液 环境 状态 下 运输 的 ， 这 可 以 通过 广泛 存在 于 血 淋 巴 内 的 一 种 特殊 蛋白 ， 即 携 
脂 和 蛋白 的 运输 来 实现 。 携 脂 和 蛋白 是 一 个 动态 的 颗粒 ， 它 作为 脂 类 运输 的 穿梭 工具 ， 在 脂 类 合 
成 的 部 位 装载 它 所 运输 的 脂 类 ， 而 在 脂 类 的 储存 器 官 或 其 它 的 外 周 组 织 如 飞行 肌 和 卵巢 等 狠 
下 它 所 装载 的 脂 类 ， 然 而 它 的 整体 结构 保持 完整 ， 即 它 完成 上 述 功 能 是 在 没有 破坏 携 脂 蛋 日 
的 基本 骨架 结构 ， 它 可 以 在 富 含 脂 类 和 缺少 脂 类 的 两 种 状态 下 来 回 穿梭 。 

携 脂 蛋白 是 存在 于 昆虫 血 麻 巴 内 ， 在 成 息 组 织 器 官 (如 飞行 肌 和 卵巢 等 ) 间 运 输 脂 类 的 
一 种 穿梭 工具 >' 丫 。 一 般 而 言 ， 携 脂 蛋 白 由 2 个 亚 基 apoLp- 工 和 apoLp- IAR, SAB 
体内 注射 激 脂 激素 (adipokinetic hormone) 或 在 飞行 中 ， 第 三 个 亚 基 apolp WAA FRE 
白 ， 更 有 利于 脂 类 的 运输 .5 。 

携 脂 和 蛋白 主要 由 脂肪 体 合 成 ， 然 后 释放 到 血 淋 巴 内 ， 在 成 虫 发 生 时 被 发 育 着 的 卵巢 和 精 
巢 吸收 2' 中 。 携 脂 蛋 白 的 前 体 是 在 携 脂 蛋白 的 合成 器 官 一 一 脂肪 体 经 断裂 成 2 个 亚 基 apoLp- 
I 和 apoLp- 工 的 。 

携 脂 蛋白 大 都 是 通过 采用 大 量 收 集 昆 虫 血 淋巴 ， 直 接 经 密度 梯度 超速 离心 分 离 而 来 。 但 
是 直接 从 日 本 松针 疝 蚊 Thecodiplosis japonensis 等 极 微小 昆虫 收集 足够 的 血 淋 巴 是 极其 困难 
的 。 迄 今 ， 仅 分 别 从 果 蝇 Drosophila melanogaster 幼虫 和 成 虫 整体 内 分 离 纯 化 了 两 种 携 脂 蛋 
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白 8。 从 一 些 忍 耐 结 冰 的 越冬 昆虫 如 大 蚊 Tipula trivittata 幼虫 体内 已 分 离 纯 化 了 具有 冰 核 
活性 的 携 脂 蛋 白 "9,101。 众 所 周知 ， 越 冬 昆虫 的 最 佳 存 活 是 发 生 在 一 较 狭 窗 的 降温 速率 范围 内 ， 
降温 太 快 ， 可 能 导致 细胞 内 结 冰 ; 降温 太 慢 ， 可 能 发 生 细胞 内 外 的 渗透 压 ， 这 两 种 情况 ， 都 
产生 很 高 的 越冬 死亡 率 。 越 冬 昆 虫 为 了 安全 顺利 的 越冬 ， 可 通过 冰 核 物质 和 抗 冻 物质 (包括 
抗 冻 蛋 白 ) 的 组 合 灵 活 地 调节 体内 温度 变化 达到 安全 越冬 '10,11。 日 本 松针 瘦 蚊 以 3 龄 老 熟 幼 
虫 在 浅 层 土 表 采 用 避免 结 冰 的 对 策 越 冬 ， 越 冬季 节 幼 虫 体内 聚集 高 含量 的 携 脂 蛋白 !121 。 

本 文 首次 报道 日 本 松针 瘦 蚊 幼虫 整体 携 脂 蛋白 的 分 离 和 纯化 ， 同 时 对 其 性 质 进行 了 研究 ， 
初步 阐明 了 携 脂 蛋 白 在 越冬 抗 寒 中 的 潜在 生理 作用 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试剂 

Sepharose CL-4B 和 Sepharose 6B 购 自 Pharmacia Biotech (Uppsala，Sweden ) XPERTEK 
超 离 心 滤 膜 购 自 P. J. Cobert Associates Inc. (Louis, Mo. USA) ， 截 留 分 子 量 为 10 kD。 透 
P4209 A Merck 公司 (德国 )， 截 留 分 子 量 为 10 kD。 其 它 的 试剂 从 Sigma 公司 购 得 。 
1.2 供 试 虫 源 

3 RZ PAS ET MK T. japonensis 幼虫 采 目 1997/1998 RASH DR, Bee 
到 的 幼虫 直接 置 于 -735 的 低温 冰箱 冷冻 保存 待 用 。 采 用 电泳 方法 确证 低温 冷冻 对 体内 的 携 
脂 蛋 白 无 影响 ,没有 降解 和 其 它 性 质 的 改变 。 采 用 低温 冷冻 ， 一 方面 有 利于 材料 的 富 集 ， 另 
一 方面 有 利于 后 续 步 又 的 分 离 纯 化 。 
1.3 携 脂 蛋白 的 纯化 

步骤 1: KBr 密度 梯度 超 离心 : 1.20 g 冷冻 的 越冬 老 熟 幼 虫 在 AC 预 冷 的 10 mL 抽 提 液 中 
IK, SRH Ultra-Turrax 匀 浆 器 (Janke & Kunkel，German) ， 转 速 为 13 500 r/min, BY 
间 为 1.5 min。 抽 提 液 组 成 是 : 50 mmol/L PBS, pH 7.0， 内 含 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L 
EDTA, 2 mg/mL CRBARAK, 0.01% BRA, 1 mmol/L PMSF, 1 mmol/L Fix pk H — 
ce AY & BM HFA] (protease inhibitor cocktail tablets), HF MRE 4C 18 000 r/min 离心 
30 min， 所 使 用 的 离心 机 是 美国 Dupont 公司 的 Sorvall RC 28S， 转 头 是 SS-34 型 。 小 心 收 集 上 
清 液 ， 注 意 不 要 搅动 离心 管 顶 端 上 浮 的 脂 层 。 和 蛋白 上 清 液 在 4C 80% 硫酸 铵 饱和 度 下 沉淀 ， 
经 离心 ( 按 上 述 同 样 的 条 件 ) 所 得 到 的 沉淀 重新 溶解 于 2 倍 体积 的 抽 提 液 中 。 然 后 根据 
Shapiro 等 !4] 的 方法 ， 进 行 携 脂 蛋 白 的 KBr 密度 梯度 超 离心 。 按 5 mL 抽 提 液 加 入 2 mg 的 KBr 
的 比例 ， 调 节 其 密度 为 1.31 g/mL， 将 上 述 溶 液 (19.5 mL) 置 于 39 mL Beckman Quick-Seal 
离心 管内 ， 再 在 其 上 覆盖 等 体积 ， 密 度 为 1.007 g/mL 新 配制 的 缓冲 液 。 该 缓冲 液 的 组 成 为 : 
50 mmol/L PBS, pH 7.0, 内 含 125 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA #10.01%BA HW. HER 
密封 的 离心 管 置 于 Beckman Model L8-70R 超速 离心 机 ， 采 用 垂直 转 头 VTi 50, Æ 50 000 r/ 
min 8 人 ， 离 心 5 h。 在 离心 过 程 中 采用 缓慢 加 速 和 减速 的 方式 。 超 速 离心 后 ， 可 清晰 地 看 到 
浅黄 色 的 携 脂 蛋 日 带 ， 收 集 该 带 于 透析 和 袋 中 ， 对 双 蒸 水 进行 透析 24 h。 所 得 到 的 成 分 按 上 述 
同样 方法 进行 第 二 次 超速 离心 。 

步骤 2: Sepharose CL-4B 凝 胶 过 滤 层 析 : 上 述 超 离心 所 得 到 的 物质 ， 经 冷冻 干燥 后 ， 溶 
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于 适量 的 50 mmol/L PBS, pH7.0 缓冲 液 中 ， 进 行 Sepharose CL-4B BER eH (100 cm x 
2.0 cm)。 平 衡 液 和 洗 脱 液 均 是 50 mmol/L PBS, pH7.0, 流速 为 40 mL/h, 按 2 mL/ 管 收集 ， 
在 280 nm 下 监测 洗 脱 情况 。 合 并 同一 吸收 峰 冷 冻 干 燥 后 ， 对 0.5 mol/L Tris-HCl (pH 6.8) 
进行 透析 ， 然 后 再 一 次 冷冻 干燥 。 
1.4 确定 携 脂 绰 和 白 的 密度 

纯化 的 携 脂 蛋白 密度 的 测定 采用 重量 分 析 法 。 即 首先 按照 上 述 密度 梯度 超 离心 条 件 纯化 
后 的 携 脂 蛋白 ， 然 后 按 1 mL/ 管 连续 收集 分 离 后 的 样品 ， 测 定 每 管 的 OD 280 吸收 值 ， 同 时 测 
定 每 管 的 重量 计算 它 的 密度 ， 根 据 OD 最 高 吸收 值 确定 携 脂 和 蛋白 的 密度 。 
1.5 凝 胶 电泳 

采用 凝 胶 电 泳 的 方法 监测 携 脂 蛋 白 的 纯化 进程 。 变 性 条 件 下 的 电泳 (SDS-PAGE) 按照 
Laémmli! 方法， 分 离 胶 7.5% ， 浓 缩 胶 4.0% ， 采 用 HOEFER SE260 Mighty Small 电泳 系 
统 ， 按 9 V/cm 的 恒 压 进行 电泳 。 电 泳 后 按照 常规 的 考 马 斯 亮 兰 R-250 77 a Bio-Rad 银 
染 试剂 盒 !5" 染色。 电泳 后 蛋白 质 分 子 量 的 测定 采用 Lambin 等 1 四 方法 。 标 准 分 子 量 包括 肌 球 
蛋白 (200 kD) 、 磷 酸化 酶 b (97.4 kD)、 牛 血清 清和 蛋白 (66.2 kD) 和 卵 清 蛋 白 (45.0 kD). 

天 然 条 件 下 的 电泳 采用 Davis 等 :1 的 方法 。 胶 浓度 为 4% 或 5% 。 按 照 Bianchi 等 :44 方法 
进行 常规 的 考 马 斯 亮 兰 R-250 染色 ; 按照 Fairbanks 等 .81 方法 进行 糖 蛋白 的 染色 ， 即 过 碘 酸 - 
希 夫 氏 试剂 染色 ; 脂 和 蛋白 染色 按照 以 下 方法 进行 : 电泳 后 的 凝 胶 置 于 苏丹 黑 B 染色 液 中 染色 
15 min， 再 置 于 脱色 液 中 脱色 。 
1.6 ” 携 脂 蛋白 的 分 子 量 测定 

适量 纯化 后 的 携 脂 和 蛋白 溶解 于 平衡 液 中 (50 mmol/L Tris-HCl, pH7.5, AZ 100 mmol/L 
NaCl) ， 然 后 过 Sepharose 6B 凝 胶 柱 (1.6 cm Xx 100 cm)。 洗 脱 条 件 : 洗 脱 缓冲 液 50 mmol/L 
Tris-HCl, pH7.5, A 100 mmol/L NaCl; 洗 脱 流速 25 mL/h; 每 管 收集 量 2.5 mL. FE 280 
nm 下 监测 洗 脱 峰 。 标 样 购 自 Sigma 公司 高 分 子 量 试剂 盒 (MW-GF-1000 Kit). 
1.7 脂 类 的 抽 提 和 定量 

携 脂 蛋 白 所 包含 的 脂 类 的 抽 提 按照 Folch 等 :11 的 方法 确定 。 脂 类 的 定量 测定 按照 Lavy 和 
Verhoef:20. 的 方法 ， 以 胆固醇 (Sigma) 做 为 定量 的 标准 。 
1.8 总 蛋白 含量 的 测定 

总 蛋白 的 含量 按照 Bradford'*1j 的 方法 ， 标 准 蛋 白 是 Sigma 公司 的 牛 血清 清 蛋 白 。 


2 结果 


运用 KBr 密度 梯度 超速 离心 并 结合 凝 胶 过 滤 法 从 日 本 松针 瘦 蚊 越冬 3 龄 老 熟 幼虫 整体 分 
离 并 纯化 出 了 携 脂 蛋白 。 

匀 浆 后 的 粗 和 蛋白 ,经 80% 饱 和 度 的 硫酸 锐 沉 深 ， 得 到 的 蛋 日 经 透析 后 ， 青 经 KBr 密度 梯 
度 超 离 心 ， 在 离心 管 的 上 半 部 出 现 了 一 浅黄 色 的 带 (结果 未 列 出 )。 这 是 由 于 瘦 蚁 取 食 时 从 松 
针 中 吸收 的 类 胡萝卜 素 ， 被 携 脂 和 蛋白 分 子 所 捕获 的 缘故 ， 在 许多 植 食性 昆虫 的 携 脂 蛋 白 均 发 
现 这 种 情况 4 。 收 集 浅 黄色 带 经 透析 脱盐 ， 过 Sepharose CL-4B 凝 胶 柱 ， 除 了 几 个 微量 的 蛋白 
杂 峰 外 ， 仅 得 到 一 个 大 的 蛋白 主峰 (图 1)。 从 电文 图 上 看 ,已 得 到 了 纯化 的 携 脂 蛋 昌 (图 2， 
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图 1 Sepharose CL-4B (100 cmX2.0 cm) BERK 
过 滤 层 析 法 纯化 携 脂 和 蛋白 
Fig. 1 Sepharose CL-4B (100 cmX2.0 cm) gel 
filtration chromatography of the lipophorin from 
KBr density gradient ultracentrifugation 
平衡 液 和 洗 脱 液 均 是 0.05 mol/L PBS, pH7.0; 流速 为 
40 mL/h; 每 管 收 集 2.0 mL， 在 280 nm 测定 其 吸收 值 
The gel was eluted with 0.05 mol/L PBS (pH7.0) at 
the rate of 40 mL/h, and the elutes were 
collected in 2.0 mL fraction 





图 2 FEA MBH BER (4.0% 分 离 胶 ) 电泳 ， 
示 纯 化 的 携 脂 蛋 日 
Fig. 2 Native polyacrylamide gel 
electrophoresis (4% T) 
1: 80% HARRAH TED ; 
2: 第 一 次 超 离心 的 蛋白 带 ; 
3: 第 二 次 超 离 心 的 蛋白 带 ; 
4: SepharoseCL-4B 
凝 胶 过 滤 层 析 后 的 主 吸收 峰 
Lane 1: 80% (NH),SO, precipitated material; 
lane 2: band of the first ultracentrifugation; 
lane 3: band of the second ultracentrifugation; 
lane 4: main peak of Sepharose CL-4B gel 
filtra-tion chromatography 
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图 3)。80% 饱 和 度 硫酸 镑 的 沉淀 液 和 纯化 过 
程 中 的 蛋白 经 凝 胶 电 泳 和 SDS 凝 胶 电 泳 确证 
纯化 度 。 从 非 变性 电泳 图 谱 可 看 出 ， 经 第 一 
次 超速 离心 ， 得 到 一 个 扩散 的 主 带 ， 同 时 伴 
随 一 些 较 弱 的 迁移 率 很 快 的 蛋白 带 。 经 第 二 
次 超速 离心 ， 并 不 能 移 除 上 述 杂 有 蛋白 带 ， 但 
是 能 得 到 较 罕 的 主 带 。 从 电泳 图 谱 上 可 看 出 ， 
经 Sepharose CL-4B KER LWE a BRA EA E 
(图 2)。 变 性 电泳 图 谱 上 可 得 出 同样 的 结果 
(图 3): 显示 两 个 亚 基 ,命名 为 apoLp- 工 和 
apoLp- 荆 ， 分 子 量 分 别 为 240 kD 和 53 kD. 
从 图 上 可 发 现 大 亚 基 apoLp- 工 的 电泳 行为 ， 
该 带 出 现 了 扭曲 ， 表 明 发 生 了 部 分 降解 。 这 
种 现象 在 其 它 几 种 昆虫 的 携 脂 和 蛋白 也 有 类 似 
Rik?! 





图 3 SDS RA RHR BER (4.0% HERR, 7.5% 
分 离 胶 ) E, 744e ht A E A 
Fig. 3 SDS slab gel electrophoresis (7.5% 
separating gel, 4% stacking gel) 
1: 第 一 次 超 离 心 的 蛋白 带 ; 2: 第 二 次 超 离心 的 蛋白 带 ; 
3: Sepharose CL-4B 凝 胶 过 滤 层 析 后 的 主 吸收 峰 ; 
4: 标准 分 子 量 : 肌 球 蛋白 200 kD、 磷 酸化 酶 b 97.4 kD, 
牛 血清 清 蛋 白 66.2 kD 和 卵 清 蛋白 45.0 kD 
lane 1: band of the first ultracentrifugation ; 
lane 2: band of the second ultracentrifugation; 
lane 3: main peak of Sepharose CL-4B 
gel filtration chromatography; 
lane 4: molecular weight standard (myosin 
200 kD; phosphorylase b 97.4 kD; 
bovineserum albumin 66.2 kD; ovalbumin 45.0 kD 
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采用 Sepharose 6B 凝 胶 过 滤 柱 ， 按 照 半 对 数 做 图 法 ， 确 定 携 脂 和 蛋白 的 天 然 分 子 量 是 638 
kD 〈 图 4)。 电 泳 后 ， 对 携 脂 重 日 进行 不 同性 质 的 染色 〈 图 5): 苏丹 黑 染 色 显 示 阳 性 ,说 明 
它 是 一 种 脂 和 蛋白 ; 希 夫 氏 试 剂 染 色 显 示 阳 性 , 说明 它 是 一 种 糖 蛋 白 。 室 温 下 ， 采 用 重量 分 析 
法 ， 确定 纯 化 后 的 携 脂 蛋白 的 密度 是 1.11 g/mL (图 6)。 因 而 该 携 脂 蛋白 是 一 种 高 密度 的 糖 
8 复合 重 日 。 


pi 
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| 
© 





分 子 量 Molecular weight (kD) 


1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1 
Ve/ Vo 


图 4 Sepharose 6B (100 cmx1.6 cm) 凝 胶 过 滤 层 析 法 确定 纯化 后 的 携 脂 蛋 白 的 天 然 分 子 量 
(标准 蛋白 购 自 Sigma MW-GF-1000Kit) 
Fig. 4 Determination of native moleular weight of purified lipophorin by gel filtraton chromatography. 
Calibration curve obtained with proteins from Sigma MW-GF-1000Kit 
as run on Sepharose 6B (100 cm X 1.6 cm) 

平衡 液 和 洗 脱 液 均 是 50 mmol/L Tris-HCl, pH7.5, A 100 mmol/L NaCl; 流速 为 25 mL/h; 每 管 收集 2.5 mL, FE 280 
nm 测定 其 吸收 值 ， 根 据 最 高 吸收 值 ， 确 定 洗 脱 体积 。 按 半 对 数 作 图 法 ， 确 定 携 脂 蛋白 的 天 然 分 子 量 。A: 甲状 腺 球 蛋 
A (669 kD); B: 脱 铁 铁 蛋白 (443 kD); C: B- 淀 粉 酶 (200 kD); D: BRAM (150 kD); E: 牛 血清 清 蛋 白 (66 kD) 

The gel was equilibrated and eluted with 50 mmol/L Tris-HCl, pH7.5, containing 100 mmol/L NaCl, at a flow rate of 

25 mL/h, with 2.5 mL fraction collected. A: thyroglobulin 669 kD; B: apoferritin 443 kD; C: B-amylase 200 kD; 

D: alcohol dehydrogenase 150 kD; E: bovine serum albumin 66 kD 





0.7 1,35 
0.6 1. 30 a 
0.5 1.25 3 
B 0.4 1.20. 5 
30.3 1.15 F 
0. 2F. 1.10 bos 
0.1 1.05 Æ 
0 1. 00 
0 10 20 30 40 
管 号 Fraction number 
图 5 对 5% 聚 丙烯 酰胺 电泳 后 的 携 脂 蛋白 带 图 6 超速 离心 确定 纯化 后 的 携 脂 蛋 白 密度 
进行 不 同性 质 的 染色 Fig. 6 Density determination of purified lipophorin 
1. 对 考 马 斯 亮 兰 ; 2. KFE B; 3. 希 夫 氏 试 剂 携 脂 蛋白 首先 在 KBr 密度 梯度 下 超速 离心 。 离 心 后 ， 
. l , 按 每 管 1 mL 自 上 向 下 取样 ， 在 280 nm 测定 其 吸收 值 ， 
Fig. 5 Staining native polyacrylamide gel (5%T) 同时 按 重量 法 确定 其 密度 
of lipophorin by Coomassie Brilliant Lipophorin was centrifuged in a KBr density gradient as 
Blue (1), Sudan Black B (2), and described. Fractions (1 mL/fraction) were collected from the 


Schiffs’ reagent (3) top of the tube. The absorbance at 280 nm and density of 
each KBr fraction were determined at room temperature 
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KV Ext AAR MARR AETHER, RWC RAR DEK 
脂 蛋白 一 般 性 质 ， 更 加 证 明 它 是 一 种 携 脂 蛋白 与 。 

做 为 运输 脂 类 的 一 种 功能 蛋白 ， 携 脂 和 蛋白 主要 由 和 蛋白 和 脂 类 成 分 组 成 。 按 照 重量 组 成 分 
析 ， 纯 化 的 日 本 松针 瘦 蚊 越冬 幼虫 携 脂 和 蛋白 由 52.8% 总 蛋 昌 和 47.2% 的 总 脂 类 组 成 。 


3 讨论 


自 昆虫 体内 发 现 携 脂 蛋 白 以 来 ， 对 其 生物 化 学 结构 和 运输 携带 不 同类 别 的 脂 类 的 生理 功 
能 进行 了 研究 。 一 般 而 言 ， 携 脂 和 蛋白 的 天 然 分 子 量 在 500~650 kD 范围 内 ， 由 两 大 经 糖化 的 
亚 基 apoLp- 工 和 apoLp- 工 组 成 ， 分 子 量 大 约 是 240 kD 和 80 kD ( 表 1)!4,231。 按 重量 计 ， 携 脂 
蛋白 天 然 分 子 中 含有 35% 一 59% 的 的 脂 类 ， 其 中 二 酰基 甘油 酯 、 磷 脂 类 和 脂肪 烃 类 是 主要 成 
分 ， 而 胆固醇 和 三 酰基 甘油 酯 是 次 要 成 分 :。 本 文中 ,我 们 从 越冬 日 本 松针 疗 蚊 幼虫 整体 内 
提取 并 纯化 了 携 脂 蛋 白 。 该 携 脂 蛋 白 同 其 它 昆 虫 体内 的 同类 和 蛋白 比较 具有 同样 的 理化 特征 : 
相对 分 子 质量 为 638 kD， 由 分 子 量 分 别 为 240 kD WE apoLp- I Al 52 kD 的 亚 基 apoLp- I A 
成 ,整体 分 子 中 含有 52.8% 的 蛋白 和 47.2% 的 脂 类 ,是 一 种 密度 为 1.11g/mL 的 高 密度 脂 


表 1 部 分 已 分 离 纯化 的 携 脂 蛋白 的 亚 基 组 成 蛋白 。 但 本 文中 ， 松 针 疗 
Table 1 The subunit composition of some purified lipophorins 蚊 携 脂 蛋 白 的 小 亚 基 
uni LWt.( k — 
gaa W 34} -$ Subunits Mol.Wt.( kD) 参考 文献 apoLp-II 分 子 量 较 同 类 常 
pecies ApoLp- I ApoLp- 工 Reference 
He RFR Aedes aegypti 240 70 [24] 规 的 携 脂 E = 要 小 ’ 可 能 
W El /|\ SR Blattella germanica 212 71 [25] = a \ 一 
R Drosophila melanogaster 240 75 [8 同 t 低 ti i: 体 内 i 带 从 输 
#588 Galleria mellonella 220 78 [26] KIR EREN, 
美国 白 蛾 Hyphantria cunea 230 80 [27] 
KÆ Hyalophora cecropia 242 76 [6] A 本 松针 瘦 蚁 是 采用 
i Hy Thecodiplosis ja ponensis 240 52 KM 避免 体 内 结 冰 的 对 策 ， 以 
3 龄 老 熟 幼虫 在 浅 层 土 表 


安全 越冬 的 ， 在 越冬 季节 ， 除 在 体内 聚集 高 含量 的 抗 冻 保 护 性 物质 一 一 海藻 糖 和 高 热 灌 活 性 
的 热 滞 蛋白 外 ， 体 内 同时 也 聚集 高 含量 的 携 脂 蛋 白 "” 。 一 些 报道 发 现 ， 携 脂 蛋 白 能 作为 一 种 
冰 核 剂 诱导 细胞 外 冰晶 的 形成 ， 而 保护 采取 钨 耐 结 冰 对 策 的 越冬 昆虫 安全 越冬 。 我 们 测定 了 
该 携 脂 蛋 白 的 热 滞 行为 ， 没 有 发 现 它 具备 该 方面 的 典型 特性 ， 但 是 ， 是 否 日 本 松针 瘦 蚊 的 携 
脂 蛋 白 在 越冬 季节 参与 体内 脂肪 酸 , .尤其 是 非 饱 和 脂肪 酸 的 运输 是 一 个 值得 关注 的 问题 。 另 
外 ， 松 针 瘦 蚊 的 携 脂 和 蛋白 可 能 类 似 于 其 它 越冬 昆虫 的 携 脂 蛋白， 在 调节 细胞 内 外 渗透 压 以 及 
水 分 的 平衡 发 挥 着 重要 作用 ， 这 都 待 进一步 研究 。 
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Purification and characterization of lipophorin from overwintering 


mature larvae of pine needle gall midge, Thecodiplosis japonensis 
(Diptera: Cecidomiidae ) 


LI Yi-ping!, GONG Hel Park Ho- yong’ 
(1. State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects and Rodents, Institute of Zoology, 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080; 2. Insect Resources Laboratory, Korea Research Institute of 
Bioscience and Biotechnology, P. O. Box 115, Yusong, Taejon 305-600, Korea) 


Abstract: A lipophorin was isolated and purified from whole body of third instar mature larvae of pine nee- 
dle gall midge, Thecodiplosis japonensis (Uchida et Inouye) by KBr density gradient ultracentrifugation 
and Sepharose CL-4B gel permeation. It is the second lipophorin that have been purified from whole body. 
The native molecular weight was 638 kD by gel permeation chromatography. It was composed of two sub- 
units, named as apoLp- | and apoLp- [I , with molecular weight of 240 kD and 52 kD respectively. The 
holoprotein contained 52.8% protein and 47.2% lipid by weight. Sudan’Black B and Periodic acid/ 
Schiffs’? reagent staining showed positive results, indicating a kind of glycolipoprotein. Its density was 1.11 
g/mL, showing a kind of high density lipoprotein. The presence of high content of lipophorin in whole- 
body of third instar, suggesting a potential role in lipid transport and/or cryoprotection during the overwin- 


tering periods. 


Key words: Thecodiplosis japonensis ; lipophorin; high density lipoprotein; overwintering larvae 


